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Was versteht man unter Mutationsanalytik?Was versteht man unter Mutationsanalytik?

Mutationen:Mutationen:

�� spontan und zufällig auftretende Veränderungenspontan und zufällig auftretende Veränderungen

in der DNAin der DNA

�� können einzelne können einzelne NukleotideNukleotide, oder auch Teile von, oder auch Teile von

Chromosomen bzw. ganze Chromosomen Chromosomen bzw. ganze Chromosomen 

betreffen betreffen 



Was versteht man unter Mutationsanalytik?Was versteht man unter Mutationsanalytik?

Mutationsanalysen:Mutationsanalysen:

�� immer höheren Stellenwert in der täglichenimmer höheren Stellenwert in der täglichen

molekularpathologischen Diagnostik molekularpathologischen Diagnostik 

�� relevant für viele Therapieentscheidungen:  relevant für viele Therapieentscheidungen:  

z.B. EGFR, z.B. EGFR, KK--rasras, , BB--rafraf, , cc--KitKit

�� ermöglicht genauere Klassifikation von Tumorenermöglicht genauere Klassifikation von Tumoren

verschiedener Organsysteme:verschiedener Organsysteme:

z.B. Lunge, z.B. Lunge, GastrointestinaltraktGastrointestinaltrakt



Probenvorbereitung:Probenvorbereitung:

LaserLaser--MikrodissektionMikrodissektion::



Probenvorbereitung:Probenvorbereitung:

DNA IsolationDNA Isolation PCR Reaktion PCR Reaktion 

50bp50bp

250bp250bp

100bp100bp

_
+M 1 2 3 4

BB--rafraf 220bp, 220bp, ExonExon 1515



Prinzip der Prinzip der SequenzierungSequenzierung::

SequenzierungSequenzierung nach Sanger:nach Sanger:

�� fluoreszenzmarkiertefluoreszenzmarkierte

DidesoxynukleotideDidesoxynukleotide

�� kein freies 3´OH Endekein freies 3´OH Ende

�� StrangabbruchStrangabbruch

�� es entstehen Produktees entstehen Produkte

unterschiedlicher Größeunterschiedlicher Größe



Prinzip der Prinzip der SequenzierungSequenzierung::

SequenzierungSequenzierung nach Sanger:nach Sanger:

�� Aufreinigung der Produkte:Aufreinigung der Produkte:

��EthanolfällungEthanolfällung

��GelfiltrationGelfiltration

�� Auftrennung der Produkte mittels Auftrennung der Produkte mittels 

KapillarelektrophoreseKapillarelektrophorese



Prinzip der Prinzip der SequenzierungSequenzierung::

KapillarelektrophoreseKapillarelektrophorese::



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

BB--rafraf Überprüfung auf V599E Mutation in Überprüfung auf V599E Mutation in ExonExon 15:15:



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:

�� Übereinstimmung mit Übereinstimmung mit BB--rafraf Sequenz Sequenz �� 100%100%

�� keine Mutation keine Mutation 

TTAACCAAGGTTGGAAAAAATT

WildtypWildtyp

SequenzSequenz



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

BB--rafraf Überprüfung auf V599E Mutation in Überprüfung auf V599E Mutation in ExonExon 15:15:

T/AT/A



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:Sequenz Blast in der Datenbank NCBI:

�� Übereinstimmung mit Übereinstimmung mit BB--rafraf Sequenz Sequenz �� 99%99%

�� Punktmutation Punktmutation T T �� A  A  

TTAACCAAGGAAGGAAAAAATT

heterozygoteheterozygote

V599E MutationV599E Mutation



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

mögliche Fehlerquellen:mögliche Fehlerquellen:

�� EthanolfällungEthanolfällung �� Ethanol nicht vollstEthanol nicht vollstäändig ndig 

verdampftverdampft



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

mögliche Fehlerquellen:mögliche Fehlerquellen:

�� 2 Sequenzen übereinander gelagert:2 Sequenzen übereinander gelagert:

�� evtl. Nebenbanden /evtl. Nebenbanden /--produkte in der PCRprodukte in der PCR



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

mögliche Fehlerquellen:mögliche Fehlerquellen:

�� Sequenz nicht auswertbar:Sequenz nicht auswertbar:

�� KapillarelektrophoreseKapillarelektrophorese, Polymer zu alt, Polymer zu alt



ValidierungValidierung der Ergebnisse und Fehlersuche:der Ergebnisse und Fehlersuche:

Tipps und Tricks:Tipps und Tricks:

�� gut etablierte PCR gut etablierte PCR �� keine Nebenproduktekeine Nebenprodukte

�� richtige Lagerung der richtige Lagerung der SequenzierreagenzienSequenzierreagenzien

�� EthanolfällungEthanolfällung �� keine Ethanolrkeine Ethanolrüückstckstäände nde 

im im aufgereinigtenaufgereinigten ProduktProdukt

�� regelmäßige Wartung / Pflege der regelmäßige Wartung / Pflege der 

KapillarelektrophoresegeräteKapillarelektrophoresegeräte

�� cavecave:: Haltbarkeit des Polymers beachtenHaltbarkeit des Polymers beachten



Vielen Dank für Ihre Vielen Dank für Ihre 

Aufmerksamkeit!Aufmerksamkeit!

Fragen
Fragen??


